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ฟูราแซน โดยสภาวะทีเ่หมาะสมในการเกดิอนุพนัธค์อื ใชป้รมิาณของ 4-คลอโร-7-
ไนโตรเบนโซฟูราแซนในความเขม้ขน้ 2.24 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ในสภาวะทีม่ ี
pH เท่ากบั 11 ภายใตอุ้ณหภูม ิ80 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 15 นาทแีละหยุด
ปฏกิริยิาดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิความเขม้ขน้ 0.02 โมลาร ์วเิคราะหห์าปรมิาณโดย
ใชค้อลมัน์ชนิด C18 ใชเ้ฟสเคลื่อนทีป่ระกอบดว้ยอะซโิตไนไตรลแ์ละ KH2PO4 (10 
มลิลโิมลาร,์ pH 2.5) ในอตัราส่วน 50:50 โดยปรมิาตร อตัราการไหล 1.2 
มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัปรมิาณสารดว้ยตวัตรวจวดัสญัญาณชนิดฟลอูอเรสเซนต ์
โดยกําหนดความยาวคลื่นทีท่าํใหเ้กดิ excitation ที ่460 นาโนเมตรและความยาว
คลื่นทีท่าํใหเ้กดิ emission ที ่558 นาโนเมตร ผลการศึกษา:  อนุพนัธท์ีเ่ตรยีมขึน้
มีความคงตัวมากกว่าร้อยละ 96 เป็นเวลาอย่างน้อย 48 ชัว่โมง เมื่อเก็บไว้ที่
อุณหภูม ิ20 องศาเซลเซยีส สามารถใช้วเิคราะห์หาปรมิาณ pregabalin ใน
พลาสมาไดใ้นช่วงความเขม้ขน้  20 – 10,000 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร ใหค้่า R2 > 
0.9999 โดยมขีดีจาํกดัตํ่าสดุของการวเิคราะหป์รมิาณ (LLOQ) เท่ากบั  20 นาโน
กรมัต่อมลิลลิติร เมือ่ใชป้รมิาตรตวัอยา่งพลาสมา 200 ไมโครลติรและปรมิาตรทีใ่ช้
วเิคราะห ์20 ไมโครลติร มรีอ้ยละสมัประสทิธิค์วามแปรปรวน (% CV) เฉลีย่และ
รอ้ยละการคนืกลบัเฉลีย่ (% recovery) ที ่LLOQ เท่ากบั 5.19% และ 101.86% 
ตามลําดบั สรปุ: วธิวีเิคราะหท์ีพ่ฒันาขึน้มคีวามไว จาํเพาะเจาะจง แม่นยาํ และ
ถูกตอ้งตามเกณฑม์าตรฐานการวเิคราะหส์ารทางชวีภาพของ US FDA guideline 
2013  และ  European Medicines Agency (EMEA) guideline 2011  




Objective: To develop and validate method for quantitative determination of 
pregabalin in human plasma by high performance liquid chromatography 
equipped with fluorescence detector. Method: Sample preparation required 
plasma protein precipitation using acetonitrile. The supernatant was then 
aliquoted and pre-column derivatized with 4-chloro-7-nitrobenzofurazan 
(NBD-Cl). The optimum derivatization conditions established were 2.24 
mg/ml of NBD-Cl, pH 11 and 80 ˚C. After 15 min, the reaction was 
terminated using 0.02 M HCl. The chromatographic separation was carried 
out on a Phenomenex C18 column. Mobile phase, a mixture of KH2PO4 
buffer (10 mM; pH 2.5) and acetonitrile (50:50, v/v), was eluted at the flow 
rate of 1.2 ml/min. The fluorescent derivatives were monitored at the 
excitation and emission wavelengths of 460 and 558 nm, respectively. 
Results: The obtained derivatives were found to be stable (> 96%) 
remaining for at least 48 hours at 20 ˚C. The developed assay for 
pregabalin was linear over a range of 20 – 10,000 ng/ml in plasma (R2 > 
0.9999). The lower limit of quantification (LLOQ) was 20 ng/ml when 20 μl 
injection volume was applied. The average percentage coefficient of 
variation (% CV) and % recovery at LLOQ level were within 5.19% and 
101.86%, respectively. Conclusion: The proposed method, proved to be 
sensitive, selective, precise and accurate, meets the standards of 
bioanalysis method validation accepted by the United States Food and 
Drug Administration (US FDA) guideline 2013 and the European Medicines 
Agency (EMEA) guideline 2011.  
Keywords: Pregabalin, Gabapentin, Human plasma, HPLC, NBD-Cl   
 
บทนํา
 พรกีาบาลนิ  (pregabalin) มชีื่อทางเคมคีอื (S)-3-(amino 
methyl)-5-methylhexanoic acid มคี่า pKa1 เท่ากบั 4.2 และค่า 
pKa2 เท่ากบั 10.6 ละลายได้ดใีนน้ําทัง้สภาวะกรดและเบส1 
pregabalin มโีครงสรา้งทางเคมแีละฤทธิท์างเภสชัวทิยาคลา้ยคลงึ
กบักาบาเพนตนิ (gabapentin) ซึง่เป็นอนุพนัของกาบา (-amino-
butyric acid; GABA) ออกฤทธิโ์ดยการจบักบัหน่วยยอ่ย α2δ ของ 
voltage-gated calcium channels ทีอ่ยูใ่นระบบประสาทสว่นกลาง 
ส่งผลใหล้ดการหลัง่สารสื่อประสาท เช่น glutamate, noradre-
naline และ substance P ทาํใหม้ฤีทธิใ์นการลดปวด2  pregabalin 
ไม่จบักบัโปรตนีในกระแสเลอืดจงึมรีูปแบบทางเภสชัจลนศาสตร์
เป็นเสน้ตรง (linear pharmacokinetic) และไม่จบักบัเอนไซม ์
CYP 450 จงึลดปญัหาการเกดิปฏกิริยิากบัยาอื่น การรบัประทาน
ยาจงึไมต่อ้งคํานึงถงึมือ้อาหาร เน่ืองจากอาหารไม่มผีลต่อการดูด
ซมึยา3 เมื่อเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของ pregabalin กบั 
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gabapentin พบวา่ pregabalin สามารถบรรเทาความเจบ็ปวดได้
ดกีว่าและมคี่าชวีประสทิธผิล (oral bioavailability) ทีส่งูกว่า4 
pregabalin ไดร้บัการรบัรองใหใ้ชใ้นการรกัษาอาการปวดหลาย
ชนิด ตวัอยา่งเชน่ neuropathic pain5,6 และ fibromyalgia7  













pregabalin โดยเทคนิคต่าง ๆ ไดแ้ก่ ESI-MS/MS9, LC/MS/MS10-
12, GC/MS13, UPLC-MS14 และ CE/NMR15 ซึง่เป็นเทคนิคทีม่ ี
ความไวและความแม่นยําแต่ค่าใช้จ่ายในการวเิคราะห์สูง การใช้
เทคนิคแกสโครมาโทกราฟี (gas chromatography; GC) ไมไ่ดร้บั
ความนิยมเน่ืองจาก pregabalin เป็นสารทีไ่มร่ะเหย ตอ้งทาํใหเ้ป็น
อนุพนัธ์ที่สามารถระเหยและทําให้ทนความร้อนได้สูงก่อนจงึจะ
สามารถนํามาวเิคราะหด์้วยวธิแีกสโครมาโทกราฟี การวเิคราะห์
ดว้ยวธิสีเปกโตรฟลอูอโรเมทร ี(spectro- fluorometry)16,17 และวธิ ี
ยวู-ีวสิเิบลิ สเปกโตรโฟโทเมทร ี(UV-VIS spectrophotometry)16-
19  เป็นวธิทีีง่่าย ราคาถูก แต่วธิสีเปกโตรโฟโทเมทรไีม่สามารถ
วเิคราะห์สารผสมไดแ้ละไม่เป็นระบบการวเิคราะหแ์บบอตัโนมตั ิ
จึงไม่เป็นที่ยอมรับในการศึกษาชีวสมมูล สําหรับเทคนิคโคร
มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (high performance liquid 
chromatography; HPLC) เป็นเทคนิคที่ใหค้วามไวและความ 
จาํเพาะเจาะจงของการวเิคราะหส์งูเมือ่ใชต้วัตรวจวดัสญัญาณชนิด
ฟลอูอเรสเซนต ์(fluorescence detector)2,8,20-22 สามารถวเิคราะห์
สารผสมและสารปรมิาณน้อยได้ เป็นระบบอตัโนมตัแิละสามารถ
วเิคราะหซ์ํ้าซึง่ใหผ้ลการวเิคราะหท์ีม่คีวามถูกตอ้งและแมน่ยาํ    
จากการศกึษาโครงสรา้งทางเคมขีอง pregabalin ดงัแสดงใน
รปูที ่1 พบว่าไม่มฟีลอูอโรฟอร ์(fluorophore) ทําให ้pregabalin 




(derivatizing agent) เพื่อปรบัปรุงคุณสมบตัทิางเคมฟิีสกิสข์อง 
pregabalin ใหส้ามารถตรวจวดัได ้โดยสาร derivatizing agent ที่
เคยมผีูศ้กึษาเพือ่นํามาใชใ้นการทาํปฏกิริยิากบั pregabalin ไดแ้ก่  
o-phtaldialdehyde2,20 ทัง้น้ี อนุพนัธ์ที่เกดิขึ้นมคีวามคงตวัสัน้ 
สาํหรบั fluorescamine17 สามารถเตรยีมไดง้า่ยแต่มรีาคาสงู สว่น 
2,4-dinitrofluorobenzene17, 2,3,5,6-tetrachloro-1,4-benzoqui- 
nine17, 1,2-naphthoquinone-4-sulphonate sodium (NQS)21, 
2,6-Dichloroquinone-4-chloroimide (gibb’s)6, 3-methyl-2-benz-
thiazolinone hydrazone (MBTH)6 และ ninhydrin19  นัน้หากใช ้
UV-VIS detector ทําใหค้วามไวในการวเิคราะห์ตํ่า มรีายงาน
การศกึษาพบวา่การใช ้NBD-Cl16,22-24 เป็น fluorogenic reagent 
ไดอ้นุพนัธท์ีส่ามารถตรวจวดัดว้ย fluorescence detector ซึ่ง






















รูปท่ี 1 แสดงโครงสร้างทางเคมขีอง GABA, gabapentin, 








วิเคราะห์หาปริมาณ pregabalin ในตัวอย่างพลาสมาด้วยวิธ ี
HPLC เชื่อมต่อกบั fluorescence detector ใช ้gabapentin เป็น
สารมาตรฐานภายใน (internal standard) สกดัยาออกจาก
พลาสมาโดยใชว้ธิกีารตกตะกอนโปรตนีแลว้ทําใหเ้กดิอนุพนัธก์บั 
NBD-Cl ก่อนทีจ่ะนําอนุพนัธไ์ปแยกดว้ยคอลมัน์ชนิด C18  ซึง่เป็น
การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ที่ย ังไม่เคยมีรายงานวิจัยเกี่ยวกับการ
วเิคราะหด์้วยวธิน้ีีมาก่อน จากนัน้ทําการตรวจสอบความถูกต้อง
ของวธิวีเิคราะห ์ (method validation) โดยประเมนิค่าพารามเิตอร์
ต่าง ๆ ตามขอ้กําหนดของ United States Food and Drug 
Administration (US FDA) guideline 201325 และ European 
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วธิกีารศกึษา 
1. สารเคมี 
สารมาตรฐาน pregabalin ซื้อมาจากบรษิทั Hetero Drugs 
Limited ประเทศอนิเดยี, สารมาตรฐาน gabapentin ซื้อมาจาก
บรษิทั Hikal ประเทศ อนิเดยี, NBD-Cl ซือ้มาจากบรษิทั Sigma-
Aldrich ประเทศเยอรมนั, acetonitrile (ACN) เกรด HPLC, boric 
acid, potassium chloride (KCl), sodium hydroxide (NaOH), 
37% hydrochloric acid (HCl), potassium di-hydrogen 
phosphate (KH2PO4) และ 85% o-phosphoric acid ซือ้มาจาก




High performance liquid chromatography (system 
controller รุ่น SCL-10Avp, high pressure pump รุ่น LC-
10ADvp, column oven รุ่น CTO-10Avp, auto sampler รุ่น SIL-
20ACHT, fluorescence detector รุ่น RF-10AXL (Shimadzu®, 
Japan), Shimadzu LC-solution software, column 
(Phenomenex® C18, 250 mm × 4.6 mm, 5μm, USA), guard 
column (Inertsil® C18, 4.0 mm × 10 mm, 5 μm, USA), ตูอ้บ 
(Memmert®, Germany), ตูแ้ช่แขง็ -30 องศาเซลเซยีส (Sunyo®, 
Japan), เครื่องชัง่ รุ่น AC2155 (Sartorious®, Germany), 
เครือ่งวดัความเป็นกรด-ดา่ง (SCHOTT®, Germany) 
 
3. การเตรียมสารละลาย 
เตรยีมสารละลายมาตรฐาน pregabalin ความเขม้ขน้ 1,000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและ gabapentin ความเข้มข้น 75 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร โดยการละลายใน ultrapure water จากนัน้
เกบ็ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ4 - 8 องศาเซลเซยีส เตรยีมสารละลาย NBD-Cl 
ความเข้มข้น 30 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร โดยการละลายใน ACN 
จากนัน้เก็บให้พน้แสงที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส เตรยีม 
borate buffer ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ โดยชัง่ boric acid 
น้ําหนัก 0.62 กรมั และ KCl น้ําหนัก 0.75 กรมั นําไปละลายและ
ปรบัปรมิาตรดว้ย ultrapure water จนครบ 100 มลิลลิติร  
 
4.การเตรียมตวัอย่าง 
ปิ เ ปตสา รล ะล ายมาตร ฐ าน  pregabalin ปริม าต ร  10 
ไมโครลติรและ gabapentin ปรมิาตร 10 ไมโครลติรลงไปในหลอด
ทดลองทีม่พีลาสมาปรมิาตร 200 ไมโครลติร จากนัน้เตมิ ACN 
500 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนัเป็นเวลา 30 วนิาทโีดยเครื่อง 
vortex mixer จากนัน้นําไปป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 10,000 รอบต่อ
นาท ีปิเปตเอาสว่นใสมา 600 ไมโครลติรใส่ในหลอดทดลองและ
ผสมกบั borate buffer ปรมิาตร 20 ไมโครลติร เตมิสารละลาย 
NBD-Cl ปรมิาตร 50 ไมโครลติรแลว้ผสมใหเ้ขา้กนัเป็นเวลา 10 
วนิาท ีนําส่วนผสมที่ได้ไปให้ความร้อนที่อุณหภูม ิ80 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ีเตมิ HCl ความเขม้ขน้ 2 โมลาร ์
ปรมิาตร 5 ไมโครลติร (ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 0.02 โมลาร)์ 
เพือ่หยุดปฏกิริยิา และทําใหเ้ยน็ลงในอ่างน้ําแขง็ กรองสารละลาย
ตวัอย่างดา้ยเมมเบรนทีม่รีูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร และนํา
สารละลายทีก่รองแลว้ปรมิาตร 20 ไมโครลติรฉีดเขา้เครือ่ง HPLC  
 
5. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของเฟสเคลื่อนท่ีในการแยกสาร   
เตรียมเฟสเคลื่อนชนิดต่าง ๆ ซึ่งประกอบด้วยตวัทําละลาย
อนิทรยีไ์ดแ้ก่ ACN และ MeOH และ phosphate buffer ต่างชนิด
กนัไดแ้ก่ K2HPO4, KH2PO4, NaH2PO4, Na2HPO4 จากนัน้ศกึษา
ปจัจยัต่าง ๆ ที่มผีลต่อประสทิธภิาพในการแยกสาร ได้แก่ ชนิด
ของเฟสเคลื่อนที่ pH ของเฟสเคลื่อนที่ ความเข้มข้นของ 
phosphate buffer และอตัราส่วนของเฟสเคลื่อนที่ โดยเลอืก
สภาวะทีเ่หมาะสมของเฟสเคลื่อนทีจ่ากค่าพารามเิตอรท์ีม่าตรฐาน
กําหนดไว ้ไดแ้ก่ resolution (Rs), tailing factor (T) และ number 
of theoretical plate (N) 
 
6. ศึกษาการสกดั pregabalin จากตวัอย่างพลาสมาด้วย
วิธีการตกตะกอนโปรตีน 
ทําการทดลองตามขอ้ 4 แต่เปลีย่นสารทีใ่ชใ้นการสกดัและ
ตกตะกอนโปรตีนจาก ACN เป็น MeOH และ 20% 




ระหว่างพลาสมาและสารสกดัทีท่ําการศกึษาเท่ากบั 1:2,  1:2.5,  
1:3 และ 1:3.5 พจิารณาความเหมาะสมของสภาวะทีใ่ชใ้นการสกดั
จากคา่รอ้ยละของการคนืกลบั (% recovery) และ % CV  
 
7. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทาํอนุพนัธก์บั NBD-Cl และ
การหยดุปฏิกิริยา  
7.1 ศกึษาความเขม้ขน้ของ HCl ทีใ่ชใ้นการหยุดปฏกิริยิา โดย
การเตรยีมตวัอยา่งตามขอ้ 4 และหยุดปฏกิริยิาดว้ย HCl ทีม่คีวาม
เขม้ขน้สดุทา้ย 0, 0.01, 0.02 และ 0.03 โมลาร ์เปรยีบเทยีบ peak 
area ของอนุพนัธ ์pregabalin หลงัหยุดปฏกิริยิาดว้ยกรดทนัทแีละ 
peak area เมื่อตัง้ทิง้ไว ้1 ชัว่โมงหลงัจากหยุดปฏกิริยิา เลอืก
ความเขม้ขน้ของ HCl ทีใ่หร้อ้ยละการเปลีย่นแปลงของ peak 
area น้อยทีส่ดุ  
7.2 ศกึษาปรมิาตรของสารละลาย NBD-Cl ความเขม้ขน้ 30 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ในการทาํปฏกิริยิากบั pregabalin โดยการ
เตรยีมตวัอย่างตามขอ้ 4 แต่เปลีย่นแปลงปรมิาตรของสารละลาย 
NBD-Cl เป็น 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 ไมโครลติร เลอืก
ปรมิาตรของสารละลาย NBD-Cl ทีใ่ห ้peak area ของอนุพนัธ ์
pregabalin มากทีส่ดุแต่ใชป้รมิาณ NBD-Cl น้อยทีส่ดุ  
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7.3 ศกึษา pH ทีเ่หมาะสมในการทําปฏกิริยิา โดยการเตรยีม
ตวัอย่างตามขอ้ 4 แต่เปลีย่นแปลง pH เป็น 8, 9, 10, 11, 12 และ
13 เลอืก pH ทีใ่หค้า่ peak area มากทีส่ดุ  
7.4 ศกึษาเวลาทีเ่หมาะสมในการเกดิปฏกิริยิาโดยการเตรยีม
ตวัอย่างเหมอืนขอ้ 4 แต่เปลีย่นแปลงระยะเวลาในการใหอุ้ณหภูมิ
ที ่80 องศาเซลเซยีสเป็น 5, 10, 15, 20 และ 25 นาท ีเลอืกเวลาที่




8. การตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ (Method 
validation) 
นําวธิทีี่พฒันาขึ้นมาตรวจสอบความถูกต้องของวธิวีเิคราะห ์
ตามขอ้กําหนดและเกณฑก์ารยอมรบัของ US FDA และ EMEA 
ดงัน้ี  
8.1 Specificity/Selectivity: สกดัและวเิคราะห ์ blank 
plasma จาํนวน 6 ตวัอย่าง ผลการวเิคราะห ์blank plasma ทัง้ 6 
ตวัอย่างต้องไม่ตรวจพบสญัญาณที่เวลาเดยีวกบั peak ของ 
pregabalin และ gabapentin จงึจะสามารถนํา blank plasma นัน้
มาใชใ้นการวเิคราะหไ์ด ้ 
8.2 Lower limit of quantification (LLOQ): สกดัและ
วเิคราะห ์pregabalin ใน blank plasma ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 
LLOQ จาํนวน 5 ตวัอย่าง แลว้นําผลทีไ่ดม้าคาํนวณค่า signal to 
noise (S/N) ดว้ยโปรแกรม LC solution โดยนําค่า peak height 
ของ pregabalin มาเทยีบกบัสญัญาณรบกวน (noise) ซึง่ตอ้งมคี่า 
S/N ratio มากกวา่ 5 
8.3 Linearity: สกดัและวเิคราะห ์pregabalin ใน blank 
plasma ทีค่วามเขม้ขน้ 8 ระดบั โดยความเขม้ขน้ตํ่าสุดของกราฟ
มาตรฐานเป็นความเขม้ขน้ทีร่ะดบั LLOQ แลว้หาความสมัพนัธ์
เชงิเสน้ตรง (linearity) ระหวา่ง peak area กบัความเขม้ขน้ของยา
ทีร่ะดบัต่างๆ และคาํนวณหาสมการเสน้ตรง (y = mx+c) และค่า 
coefficient of determination (R2)  ดว้ยโปรแกรม LC solution 
ทําการวเิคราะห์ซํ้าระหว่างวนัเป็นจํานวน 5 วนั นําจุดความ
เข้มข้นแต่ละจุดของกราฟมาตรฐานมาคํานวณค่า % recovery  
และ % CV ทําการกําหนดความเขม้ขน้ 3 ระดบั ไดแ้ก่ ความ
เขม้ขน้ตํ่า (low quality control; LQC)  ความเขม้ขน้กลาง 
(medium quality control; MQC) และความเขม้ขน้สงู (high 
quality control; HQC) ในช่วงความเขม้ขน้ของกราฟมาตรฐาน
เพือ่ใชเ้ป็นตวัแทนในการตรวจสอบหวัขอ้การทดสอบพารามเิตอร์
ต่าง ๆ ตามขอ้กําหนด โดยกําหนดความเขม้ขน้ทีจุ่ดตํ่า (low) คอื 
ความเขม้ขน้ทีเ่ท่ากบั 3 เท่าของ LLOQ ความเขม้ขน้ทีจุ่ดกลาง 
(medium) คอื ความเขม้ขน้ทีเ่ท่ากบั 50% ของกราฟมาตรฐาน
และความเขม้ขน้ทีจุ่ดสงู (high) คอื ความเขม้ขน้ทีเ่ท่ากบั 75% 
ของกราฟมาตรฐาน   
8.4 Accuracy และ precision: สกดัและวเิคราะห ์
pregabalin ใน blank plasma โดยวธิทีีพ่ฒันาขึน้ทีค่วามเขม้ขน้ 4 
ระดบั ไดแ้ก่ LLOQ, LQC, MQC และ HQC ในช่วงความเขม้ขน้
ของกราฟมาตรฐาน ความเขม้ขน้ละ 5 ตวัอย่าง ภายในวนั
เดยีวกนัและระหวา่งวนัเป็นเวลา 3 วนั นําผลทีไ่ดม้าคาํนวณค่า % 
recovery และ % CV  
8.5 Stability ทาํการศกึษาความคงสภาพ 4 ประเภท ดงัน้ี  
8.5.1 Post-preparative stability: สกดัและวเิคราะห ์prega-
balin ใน blank plasma ดว้ยวธิทีีพ่ฒันาขึน้ทีค่วามเขม้ขน้ 2 ระดบั 
คอื LQC และ HQC ความเขม้ขน้ละ 3 ตวัอย่าง เปรยีบเทยีบการ
วเิคราะหค์วามเขม้ขน้ของตวัอย่างในพลาสมาทีผ่่านกระบวนการ
สกดัทีเ่วลาเริม่ตน้กบัตวัอย่างทีต่ ัง้ไวใ้น autosampler ทีอุ่ณหภูม ิ
20 องศาเซลเซยีสเป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง นําผลทีไ่ดม้าคาํนวณ
คา่เปอรเ์ซน็ตก์ารเปลีย่นแปลง (% change) 
8.5.2 Stock-solution stability: วเิคราะหห์า peak area 
ของ pregabalin ในสารละลายทีค่วามเขม้ขน้ MQC โดยวเิคราะห์
แยกกนัจาํนวน 3 ตวัอยา่งแลว้เปรยีบเทยีบ peak area ของ stock 
solution ที่ได้จากการวิเคราะห์สารละลายที่เตรียมขึ้นใหม่กับ 
stock solution ทีเ่กบ็ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 
สปัดาห ์2 สปัดาห ์3 สปัดาห ์และ 4 สปัดาห ์นําผลทีไ่ดม้าคาํนวณ
คา่ % change 
8.5.3 Freeze & thaw stability: เตรยีมตวัอย่าง pregabalin 
ในพลาสมาทีค่วามเขม้ขน้ 2 ระดบั คอื LQC และ HQC แลว้สกดั
และวเิคราะหย์าใน blank plasma ทนัทหีลงัจากการเตรยีม ความ
เขม้ขน้ละ 3 ตวัอย่าง แลว้เกบ็ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ-70 องศาเซลเซยีสให้
เกิดการแข็งตัวเป็นเวลา 24 ชัว่โมง และนําออกมาตัง้ทิ้งไว้ที่
อุณหภูมหิอ้งใหเ้กดิการละลาย (เท่ากบั 1 รอบ) เป็นจํานวน 3 
รอบ นําผลทีไ่ดม้าคาํนวณคา่ % change 
8.5.4 Short-term stability: เตรยีมตวัอย่าง pregabalin ใน
พลาสมาทีค่วามเขม้ขน้  2  ระดบั คอื ตํ่า (LQC)  และสงู (HQC)  
แลว้สกดัและวเิคราะหย์าใน blank plasma ทนัทหีลงัจากเตรยีม 
ความเขม้ขน้ละ 3  ตวัอย่าง แลว้เกบ็ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ-70 องศา
เซลเซยีสใหเ้กดิการแขง็ตวัเป็นเวลา 24 ชัว่โมง และนํามาตัง้ทิง้ไว้
ทีอุ่ณหภูมหิอ้งใหเ้กดิการละลาย (เริม่จบัเวลาเมือ่สารละลายหมด) 
เป็นเวลา 0, 3 และ 6 ชัว่โมง นําผลทีไ่ดม้าคาํนวณคา่ % change 







มาตรฐาน US FDA guideline คอื theoretical plates (N) > 2000, 
tailing factor (T ) ≤ 2, resolution (Rs) > 2 และเวลาในการ
วเิคราะห์สัน้ จากผลการทดลองพบว่าเฟสเคลื่อนที่เหมาะสม
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สาํหรบัการศกึษาในครัง้น้ีประกอบดว้ย ACN และ KH2PO4 (10 
mM, pH 2.5) อตัราสว่น 50:50 โดยปรมิาตร ลกัษณะ peak ของ 
pregabalin และ gabapentin มคีวามสมมาตรและแคบ สามารถ
แยกออกจากกนัไดอ้ย่างชดัเจนและผ่านเกณฑม์าตรฐานของ US 
FDA guideline (pregabalin มคี่า Rs = 2.66, T = 1.22, N = 
6050; gabapentin มคี่า Rs = 2.66, T = 1.24, N = 6454 ) และ
ไม่ถูกรบกวนโดยองคป์ระกอบอื่นในพลาสมา ใชร้ะยะเวลาในการ
วเิคราะห ์11 นาท ีโดย pregabalin ออกมาทีเ่วลาประมาณ 8.0 
นาท ีและ gabapentin ออกมาทีเ่วลาประมาณ 9.2 นาท ีดงัแสดง






รปูท่ี 2 โครมาโทแกรมของ (a) blank plasma ทีใ่ส่ pregabalin 
ความเข้มข้น 10000 นาโนกรมัต่อมลิลิลิตร และ 
gabapentin (b) blank plasma ทีใ่ส่ pregabalin ความ
เขม้ขน้ 5000 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร (c) blank plasma (d) 
blank plasma ทีใ่ส่ pregabalin ความเขม้ขน้ 20 นาโน






ของ pregabalin สว่นการใช ้20% TCA พบวา่ไมเ่หมาะสมในการ
นํามาใชใ้นการตกตะกอนโปรตนีเน่ืองจากมสีมบตัเิป็นกรดจงึมผีล
ต่อปฏกิริยิาการเกดิอนุพนัธร์ะหวา่ง pregabalin กบั NBD-Cl ใน
การสกดัและตกตะกอนโปรตนีโดยใช ้ACN พบวา่ไดส้ารละลายที่
ใสและไม่พบสญัญาณรบกวนการวิเคราะห์ที่เวลาเดียวกันกับ 
pregabalin และ gabapentin เมือ่ศกึษาอตัราสว่นระหวา่งพลาสมา
และ ACN พบว่าทีอ่ตัราสว่น 1:2.5 ใหผ้ลการสกดัทีด่ทีีสุ่ดทัง้ 3 
ความเขม้ขน้ไดแ้ก่ 60, 5000 และ 7000 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร 
โดย pregabalin ม ี% recovery อยู่ในช่วง 94.76 - 103.57% และ
ม ี% CV อยู่ในช่วง 0.90 - 4.32% ส่วน gabapentin ม ี% 




ความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของ HCl ในการหยุดปฏกิริยิาคอื 
0.02 โมลาร์ ในการเกดิปฏกิกิริยิาจะต้องใช้ความเขม้ขน้ของ 
NBD-Cl อย่างน้อย 2.24 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร เพือ่ใหเ้กดิอนุพนัธ์
ไดส้มบรูณ์ดงัแสดงในรปูที ่3a ผลการศกึษา pH ในช่วง pH 8-13 
พบวา่ pH จะตอ้งมคี่าสงูกวา่ค่า pKa ของหมูเ่อมนีปฐมภูมใินใน
โครงสรา้งโมเลกุลของ pregabalin ซึง่พบวา่ที ่pH 11 ให ้peak 
area ของอนุพนัธ์ pegabalin สูงทีสุ่ด ดงัแสดงในรูปที ่3b ผล
การศกึษาระยะเวลาในการเกดิปฏกิริยิาพบว่า peak area มี
แนวโน้มเพิม่ขึน้เรื่อย ๆ และเริม่มแีนวโน้มคงที่เมื่อเวลาผ่านไป 
15 นาท ีและปฏกิริยิาเกดิขึน้สมบรูณ์ทีเ่วลา 20 นาท ีดงัแสดงใน
รปูที ่3c แต่ระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการเกดิปฏกิริยิาคอื 15 นาท ี
เน่ืองจากปฏกิริยิาเกดิขึน้ไดเ้กอืบสมบรูณ์โดยทีส่ารละลายตวัอยา่ง
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รปูท่ี 3 แสดงผลของ (a) ความเขม้ขน้ของ NBD-Cl (b) pH และ (c) 
เวลา ต่อ peak area ของอนุพนัธ์ pregabalin และ 
gabapentin  
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Method validation 
ผลการตรวจสอบความถูกตอ้งตามขอ้กําหนดของ US FDA 
guideline 2013 และ EMAE guideline 2011 ไดผ้ลการตรวจสอบ
ดงัน้ี 
Specificity: ความจําเพาะเจาะจงของวธิวีเิคราะหแ์สดงได้
จากโครมาโทแกรมในรูปที ่2 พบว่าค่า retention time ของ 
pregabalin ในพลาสมามคีา่ประมาณ 8.0 นาท ีโดยแยกจาก peak 
ของ gabapentin ทีใ่ชเ้ป็น internal standard ซึง่มคี่า retention 
time ประมาณ  9.2 นาท ีและจากการวเิคราะห ์blank plasma 
จํานวน 6 ตวัอย่าง พบว่าสารทัง้สองไม่ถูกรบกวนการวเิคราะห์
ดว้ยสารอื่น ๆ ดงัแสดงในรปูที ่2C  
LLOQ: เน่ืองจากไม่สามารถตรวจพบสญัญาณรบกวนของ 
blank plasma ได ้จงึใชว้ธิกีารหา LLOQ โดยทาํการเพิม่ความ
เขม้ขน้ของ pregabalin ขึน้ไปเรือ่ย ๆ จากความเขม้ขน้ตํ่าตัง้แต่ 5 
นาโนกรมัต่อมลิลลิติร มาตรวจวดัขนาดของสญัญาณแล้วนํามา
คาํนวณหาคา่ S/N จากผลการศกึษาพบวา่สญัญาณทีใ่หค้่า signal 
to noise เทา่กบัหรอืมากกวา่ 5 คอื ความเขม้ขน้ 20 นาโนกรมัต่อ
มลิลลิติร (โครมาโทแกรมดงัแสดงในรปูที ่2d) ใหค้่าเฉลีย่ signal 




ดงัแสดงในตารางที ่1 พบวา่ในช่วงความเขม้ขน้ 20 - 10,000 นา
โนกรมัต่อมลิลลิติรมสีมการเสน้ตรงเฉลีย่ คอื y = 0.00026529x + 
0.000121948 และมคี่า R2 เท่ากบั 1 ซึง่เมือ่คาํนวณ % recovery 
ของแต่ละจุดความเขม้ขน้อยู่ในช่วง 96.82 - 103.89% ซึ่งผ่าน
ตามเกณฑก์ารยอมรบั (เกณฑก์ําหนดวา่ค่า R2 ตอ้งมคี่ามากกวา่ 
0.990 และความเขม้ขน้แต่ละจุดของกราฟมาตรฐานต้องใหค้่า % 
recovery อยู่ในช่วง 85 - 115% ยกเวน้ทีค่วามเขม้ขน้ LLOQ ที่
ตอ้งอยูใ่นชว่ง 80 - 120%)  
 
ตารางท่ี 1 แสดงการคาํนวณค่าความเขม้ขน้ของ pregabalin จาก
กราฟมาตรฐาน (N = 5)  
Theoretical concentration (ng/ml) (N = 5)                                         
Linearity range (ng/ml)                20 - 10000  
Regression equation (mean)        y = 0.00026529x+0.000121948 
Coefficient of determination (R2)  1 
S.D. of slope                            0.00000243 
S.D. of intercept                        0.000351091 
Conc. of calibration curve (ng/ml)  20.00       50.00      200.00  750.00     1500.00    3000.00   6000.00   10000.00  
Area ratio                                 0.00526   0.01390  0.05319  0.19792   0.39808    0.79738   1.57981   2.66445 
SD of area ratio                         0.00037   0.00042  0.00180  0.00113   0.00743   0.01082    0.01723   0.03222 
CV (%)                                     6.92        3.00       3.39       0.57        1.87        1.36        1.09        1.21 
Back calculation (ng/ml)              19.36      51.95      200.05   745.61     1500.10   3005.25   5954.59   10043.08 
Recovery (%)                           96.82      103.89    100.03    99.41      100.01     100.17     99.29      100.43 
 
Accuracy: ความถูกตอ้งของการวเิคราะห ์pregabalin ใน
พลาสมาแสดงดว้ย % recovery พบวา่ % recovery ของการ
วิเคราะห์ในแต่ละวันทัง้ 3 วัน ที่ความเข้มข้นของ pregabalin 
เท่ากบั 20, 60, 5000 และ 7,500 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร มคี่า % 
recovery ของแต่ละความเขม้ขน้ในช่วง 99.33 - 106.89%, 
97.19- 104.47%, 96.27 - 100.23% และ 95.87 - 102.26% ตาม 
ลาํดบั และผลการวเิคราะหร์ะหวา่งวนั พบค่า % recovery เฉลีย่
เท่ากบั 101.86, 99.62, 98.25  และ 99.56% ตามลาํดบั ซึง่ผา่น
ตามเกณฑ์การยอมรบั คอือยู่ในช่วง 85 - 115% ยกเวน้ที่ความ
เขม้ขน้ LLOQ ตอ้งอยูใ่นชว่ง 80 - 120%  
Precision: ความเทีย่งตรงของการวเิคราะห ์pregabalin ใน
พลาสมาแสดงดว้ย % CV พบวา่ %CV ของการวเิคราะหใ์นแต่ละ
วนัทัง้ 3 วนั ทีค่วามเขม้ขน้ของ pregabalin เท่ากบั 20, 60, 5000 
และ 7500 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร มคี่า % CV ของแต่ละความ
เขม้ขน้อยู่ในช่วง 2.48 - 5.41%, 2.57 - 3.57%, 0.22 - 1.17% 
และ 0.73 - 1.28% ตามลาํดบั และผลการวเิคราะหร์ะหวา่งวนั 
พบวา่ มคี่า % CV เฉลีย่เท่ากบั 5.19%, 4.57%, 1.84% และ 
2.97% ตามลาํดบั ซึง่ผา่นตามเกณฑก์ารยอมรบั คอืตอ้งม ี% CV 
ตอ้งอยูใ่นชว่ง  15% ยกเวน้ความเขม้ขน้ LLOQ ทีต่อ้งอยู่ในช่วง 
 20%  
 
ตารางท่ี 2 แสดงค่า precision และ accuracy ของวธิวีเิคราะห ์















19.87 - 21.38 
58.31 - 62.68 
4813.74 - 5011.53 
7189.92 - 7666.18 
 
2.48 - 5.41 
2.57 - 3.57 
0.22 - 1.17 
0.97 - 1.28 
 
99.33 - 106.89 
97.19 - 104.47 
96.27 - 100.23 
95.87 - 102.26 





(mean ± SD) 
20.37 ± 0.87 
59.77 ± 2.52 
4912.32 ± 98.93 












การศึกษาความคงตวั (Stability)  
Post-preparative stability: พบวา่ความเขม้ขน้ของ prega-
balin ที ่ 60 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร และ 7,500 นาโนกรมัต่อ
มลิลลิติร มคี่ารอ้ยละการเปลีย่นแปลงเท่ากบั -3.49 และ 0.70% 
ตามลําดบั ซึง่ผ่านเกณฑก์ารยอมรบัคอืม ี% change ไม่เกนิ   
15%  
Stock standard solution stability: พบวา่ peak area ของ 
pregabalin ในสปัดาหท์ี ่ 2 - 4 มคี่าการเปลีย่นแปลง เท่ากบั -
2.78, -1.25 และ -1.52% ตามลําดบั และ peak area ของ 
gabapentin ในสปัดาหท์ี ่ 2 - 4 มคี่าการเปลีย่นแปลง เท่ากบั -
0.37, 2.26 และ -0.56% ตามลาํดบั ซึง่ผา่นเกณฑก์ารยอมรบัคอื
ม ี% change ไมเ่กนิ  5%    
Freeze & Thaw stability ของ pregabalin ในพลาสมา: 
พบวา่ค่ารอ้ยละการเปลีย่นแปลงความเขม้ขน้ของ pregabalin ที ่
60 และ 7,500 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร เท่ากบั 0.45% และ 3.55% 
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ตามลําดบั ซึง่ผ่านเกณฑก์ารยอมรบัคอืม ี% change ไม่เกนิ  
15%  
Short term stability  ของ pregabalin ในพลาสมา: 
พบวา่ % change ของ pregabalin ความเขม้ขน้ 60 นาโนกรมัต่อ
มลิลติร ทีเ่มื่อตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 0, 3 และ 6 ชัว่โมง 
มคี่าเท่ากบั -7.02, -5.14 แล -3.28% ตามลาํดบั และ  % change 
ของ pregabalin ทีค่วามเขม้ขน้ 7,500 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร มคี่า
เท่ากบั 2.19, 3.92 และ 2.11% ตามลําดบั ซึ่งผ่านเกณฑ์การ





พลาสมา ใช ้gabapentiin เป็นสารมาตรฐานภายใน อาศยัการ
เกิดปฏกิิรยิากบั NBD-Cl ภายใต้สภาวะที่เป็นเบสเพื่อให้ได้
อนุพนัธ์ที่สามารถเกดิฟลูออเรสเซนต์ได ้จากนัน้ทําการแยกสาร
ผสมและตัวรบกวนออกจากกันโดยใช้เทคนิค  HPLC และ
ตรวจสอบความถูกต้องของวธิีวเิคราะห์ตามข้อกําหนดของ US 
FDA guideline 2013 และ EMEA guideline 2011  
ผลการพฒันาการสกดั pregabalin ออกจากตวัอย่างพลาสมา
ดว้ยวธิกีารตกตะกอนโปรตนีดว้ย ACN มปีระสทิธภิาพในการสกดั
สงูมากมคี่า % recovery ของการสกดัอยู่ในช่วง 94.76 - 
103.57% และผลการวเิคราะหซ์ํ้าใหค้่า % CV น้อยกวา่ 5% ซึง่
ใหผ้ลดกีว่าการศกึษาของ Mandal และคณะ11  ที่ได้ค่า % 
recovery อยู่ในช่วง 80.45 – 89.12% และ % CV มากกวา่ 6% 
และการศกึษาของ Vaidya และคณะ10  ทีไ่ดค้่า % recovery เฉลีย่ 
เทา่กบั 69.99% และ % CV มากกวา่ 5%  
ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเกิดอนุพนัธ์ระหว่าง 
pregabalin กบั NBD-Cl  จากการศกึษาขอ้มลูยอ้นหลงัพบวา่เคย
มกีารพฒันาวธิวีเิคราะห ์pregabalin โดยใช ้ NBD-Cl  เป็น 
derivatizing agent เพยีง 1 รายงาน คอืการศกึษาชอง Onal และ 
Sagirli16 ทีว่เิคราะห ์pregabalin ในผลติภณัฑย์าสาํเรจ็รปูดว้ยวธิ ี




กบัการวเิคราะห ์pregabalin ในตวัอย่างพลาสมาดว้ยวธิ ีHPLC 
โดยศกึษาผลของ pH ทีใ่ชใ้นการทาํปฏกิริยิา เวลาทีใ่ชใ้นการทํา
ปฏกิริยิาและความเขม้ขน้ของ HCl ทีใ่ชใ้นการหยุดปฏกิริยิา ซึง่
จากผลการทดลองพบว่าวธิทีีพ่ฒันาขึน้สามารถใหค้วามไวในการ
วเิคราะหส์งู (20 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร เปรยีบเทยีบกบัวธิเีดมิคอื 
40 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร) และอนุพนัธท์ีไ่ดม้คีวามคงตวันานกว่า
วธิเีดมิ (มคีวามคงตวัอย่างน้อย 48 ชัว่โมง เปรยีบเทยีบกบัวธิเีดมิ




กลไกการเกดิปฏกิริยิาระหว่าง pregabalin กบั NBD-Cl ใช้
ปฏกิริยิาการแทนทีด่ว้ยนิวคลโีอไฟด ์(nucleophilic substitution) 
ในสภาวะเบส อนุพนัธท์ีไ่ดม้สีเีขยีวอมเหลอืง ไดโ้ครงสรา้งทางเคมี
ทีส่ามารถเกดิฟลอูอเรสเซนต์ไดเ้น่ืองจากโครงสรา้งของอนุพนัธท์ี่
เกดิขึน้มลีกัษณะเป็น conjugate double-bonds, aromatic rings, 
rigid planar structures และในโครงสรา้งไมม่หีมู ่ halogen (Cl) 
ซึง่เป็นสาเหตุทีท่าํใหค้วามเขม้ของแสงฟลอูอเรสเซนตล์ดลง ซึง่ใน
การเกิดปฏกิริยิามขี ัน้ตอนย่อยอยู่ 2 ขัน้ตอน ดงัแสดงในรูปที่ 4 
โดยในขัน้ตอนที่ 1 อะตอมของไนโตรเจนในหมู่เอมีนปฐมภูม ิ
(primary amine) ของ pregabalin มอีิเลก็ตรอนคู่โดดเดี่ยว มี
สภาพขัว้เป็นลบและมคีวามว่องไวในการเกดิปฏกิริยิา ทาํหน้าที่
เป็น nucleophile สามารถเกดิปฏกิิรยิากบัคาร์บอนตําแหน่งที่ 4 
ในโครงสร้างของ NBD-Cl ซึ่งมคีวามชอบลบ (electrophile) 
ขัน้ตอนที ่ 2 อะตอมคลอรนีทีต่่ออยู่กบัคารบ์อนตําแหน่งที ่4 หลุด
ออกไป เรยีกหมู่น้ีว่า leaving group ซึ่งอนุพนัธ์ที่ได้สามารถ























ระบบการเตรยีมตวัอย่าง พบวา่ peak area เพิม่ขึน้ตาม pH ที่
สงูขึน้ตัง้แต่ในช่วง pH 8 - 11 แต่หลงัจาก pH ในช่วงน้ีเป็นตน้ไป 
พบวา่ paek area เริม่ลดลง เน่ืองจากสภาวะทีเ่ป็นเบสมากเกนิไป 
NBD-Cl บางโมเลกุลสามารถเกดิปฏกิริยิาไฮโดรไลซสีไปเป็น 
NBD-OH ซึง่ NBD-OH ไมส่ามารถทาํปฏกิริยิากบั pregabalin ทาํ
ให ้peak area ลดลง ดงันัน้จงึเลอืก pH 11 เป็น pH ทีเ่หมาะสม
ในการเกดิปฏกิริยิาระหวา่ง pregabalin กบั NBD-Cl เน่ืองจากให ้
peak area จากการวเิคราะหส์งูทีส่ดุ   
การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏกิริยิาโดยการ
ตรวจวดัสญัญาณของอนุพนัธท์ีเ่กดิขึน้ในช่วงเวลา 25 นาทพีบว่า
สารอนุพนัธท์ีเ่กดิขึน้ในช่วงเวลา 5 - 20 นาท ีม ี peak area 
เพิม่ขึน้ตามระยะเวลาทีใ่ชใ้นการทาํปฏกิริยิาแต่หลงัจากระยะเวลา 




20 นาท ีใหส้ญัญาณในการวเิคราะหส์ูงสุด แต่พบว่าการใหค้วาม
ร้อนที่นานเกินไปส่งผลต่อความสะอาดของตัวอย่าง เน่ืองจาก




พบว่าทีค่วามเขม้ขน้ 0.02 โมลาร ์ เป็นความเขม้ขน้ทีเ่พยีงพอ
สําหรบัใช้หยุดปฏิกิริยาของ pregabalin และ gabapentin 
เน่ืองจากในสภาวะกรด NBD-Cl ไม่สามารถเกิดปฏิกิริยากับ 
pregabalinไดเ้พราะหมู ่ primary amine (-NH2) ในโมเลกุลของ 
pregabalin มสีมบตัเิป็นเบสอ่อนสามารถทาํปฏกิริยิากบั HCl ได้
ผลติภณัฑเ์ป็น NH3+ ซึ่งเป็นเกลอืทีล่ะลายน้ําได ้ดงัแสดงในรูปที ่
5 และเกลอืเอมนีทีเ่กดิขึน้มสีมบตัเิป็น electrophile จงึไมส่ามารถ













โปรตนีทีเ่หมาะสม คอื ACN โดยใชอ้ตัราส่วนของพลาสมาต่อ 





MeOH และ TCA เมือ่เปรยีบเทยีบในปรมิาณทีเ่ท่ากนั และเมือ่ฉีด
สารเขา้เครื่อง HPLC ไม่พบสารรบกวนการวเิคราะห ์แต่การใช ้
MeOH สกดัพบสญัญาณรบกวนที่เวลาใกล้เคยีงกบั retention 
time ของ pregabalin จงึสง่ผลใหก้ารวเิคราะหไ์มถู่กตอ้ง  ซึง่การ
ที ่ ACN สามารถตกตะกอนโปรตนีไดด้กีว่า MeOH สามารถ
อธบิายไดโ้ดย ACN มคี่าคงทีไ่ดอเิลคตรคิ (dielectric constant) 
ตํ่ากว่า MeOH จงึสามารถลดค่าการละลายระหว่างน้ํากบัโปรตนี
ไดด้กีวา่ โดยเมือ่เพิม่ปรมิาณของ ACN มากขึน้เรือ่ย ๆ จนถงึจุดที่
แรงกระทําระหว่างโมเลกุลของโปรตีนมีค่าสูงกว่าแรงกระทํา
ระหว่างโปรตนีกบัน้ํา จะทําใหเ้กดิการรวมตวักนัของโมเลกุล
โปรตนีตกตะกอนลงมาได ้ ส่วนการใช ้TCA สามารถตกตะกอน
โปรตีนได้โดยใช้หลกัการที่ว่าในสภาวะที่เป็นกรด โปรตีนจะมี
ประจุเป็นบวกจงึสามารถจบักบัประจุลบของโมเลกุลทีเ่ป็นลบของ
สารละลาย TCA และตกตะกอนลงมาได ้แต่สารละลายหลงัจาก
การตกตะกอนโปรตนีม ีpH อยู่ในช่วงทีเ่ป็นกรดจงึไม่เหมาะสม
สาํหรบัการนําไปใชท้าํปฏกิริยิากบั NBD-Cl  
วธิวีเิคราะห ์pregabalin ทีพ่ฒันาขึน้เป็นวธิทีีม่คีวามจาํเพาะ
เน่ืองจากไมพ่บสญัญาณรบกวนที ่retention time ของ pregabalin 
และ gabapentin และ NBD-Cl มคีวามจาํเพาะในการเกดิปฏกิริยิา
กับหมู่เอมีนจึงทําให้เกิดสัญญาณรบกวนการวิเคราะห์น้อย 
อนุพนัธ์ที่เกิดขึ้นสามารถเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ได้จึงทําให้มี
ความไวในการวิเคราะห์สูง  สามารถวิเคราะห์หาปริมาณ 




สกดัสงู การวเิคราะหด์ว้ยวธิ ีHPLC ใชเ้วลาเพยีง 11 นาทใีนการ
วเิคราะหส์าร 1 ตวัอย่าง ซึ่งใชเ้วลาสัน้กว่าวธิขีอง Bockbrader 
และคณะซึง่ใชเ้วลาในการวเิคราะห ์20 นาที27 จงึเหมาะกบัการ
นําไปศกึษาชวีสมมลูทีต่อ้งใชต้วัอย่างในการวเิคราะหเ์ป็นจํานวน
มาก กราฟมาตรฐานมชี่วงความเขม้ขน้ทีก่วา้ง (20 – 1,000 นาโน
กรัมต่อมิลลิลิตร) สามารถนําไปใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณ 
pregabalin ในผูป้่วยทีไ่ดร้บัยาในขนาดตัง้แต่ 25 - 400 มลิลกิรมั 
(ค่า Cmax อยู่ในช่วง 864 – 8990 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร)28,29 ใน
การนําวธิวีเิคราะห์น้ีไปใช้ในการวเิคราะห์ตวัอย่างจรงิ สามารถ
เลอืกบางชว่งของกราฟมาตรฐานไปใชใ้นการสรา้งกราฟมาตรฐาน
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